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ABSTRAK

Konsumsi tempe dapat meningkatkan status antioksidan dalam tubuh karena tempe kedelai
hitam mengandung senyawa antioksidan. Tujuan dari penelitian ini mengkaji peran tempe
kedelai hitam dalam meningkatkan aktivitas enzim antioksidan plasma dan daya tahan limfosit
terhadap hidrogen peroksida in vivo. Sebanyak 24 ekor tikus dikelompokan menjadi 4 (empat).
Keempat kelompok sebanyak 6 ekor tikus diperlakukan dengan pemberian diit standar, diit
ditambah tepung tempe kedelai hitam, diit ekstrak tempe kedelai hitam dan diit kombinasi
tepung dan ekstrak tempe. Pada hari ke-36 tikus dimatikan untuk diambil darah dan limpa.
Darah dibuat plasma, yang kemudian digunakan untuk analisa aktivitas enzim superoksida
dismutase (SOD), katalase dan glutation peroksidase dan limpa diekstrak limfositnya untuk
analisa daya tahan limfosit terhadap hidrogen peroksida (90 uM). Hasil penelitian menunjukkan
adanya peningkatan aktivitas enzim SOD dan daya tahan limfosit terhadap hidrogen peroksida
secara signifikan. Kesimpulan dari penilitian ini bahwa konsumsi tempe kedelai hitam dapat
meningkatkan status antioksidan tikus.

Kata kunci: Tempe kedelai hitam, aktivitas enzim, antioksidan dan limfosit
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PENDAHULUAN

Tempe merupakan salah satu makanan tradisional Indonesia yang sudah dikenal secara
global. Tempe terbuat dari kedelai yang mengalami fermentasi oleh jamur Rhizopus spp seperti
R. oligosporus, R. stolonifer dan R. oryzae dengan ciri khas produk warna putih, tekstur kompak
dan flavor khas campuran aroma jamur dan kedelai. Makanan ini banyak diminati oleh
masyarakat sebagai lauk-pauk atau camilan yang rasanya khas dan lezat, dan menjadi sumber
protein dalam makanan harian.

Proses fermentasi menyebabkan tempe memiliki beberapa keunggulan dibandingkan
kedelai, yang dapat dilihat dari komposisi zat gizi secara umum, daya cerna protein dan
kandungan asam amino esensial yang lebih tinggi, zat anti gizi yaitu antitripsin dan asam fitat
yang jauh lebih rendah dibandingkan kedelai. Pada tempe, terdapat enzim-enzim pengurai yang
dihasilkan oleh jamur tempe, sehingga protein, lemak dan karbohidrat menjadi lebih mudah
dicerna (Suparmo dan Markakis, 1987).

Tempe mempunyai kandungan genistein dan daidzein lebih tinggi dibanding produk
kedelai yang lain, merupakan isoflavon yang mepunyai sifat antioksidan (Haron et al., 2009).
Isoflavon yang lain adalah glycitein dan faktor II, isoflavon faktor II hanya ada di tempe.
Isoflavon dapat berfungsi sebagai anti tumor atau anti kanker, hal ini berkaitan dengan sifat
antioksidan yang mampu melindungi DNA dari serangan radikal bebas. Daidzein dan genistein
merupakan phytoesterogen yang mempunyai sifat esterogenik, antiesterogenik, antikarsinogenik,
antiviral, antifungal dan antioksidan (Mazur, 1998).

Krinsky (1992) menyatakan bahwa sel imun sangat sensitif terhadap oksidasi oleh
radikal bebas karena kandungan asam lemak tak jenuh (ALTJ) yang tinggi pada lipid membran
sel. Radikal bebas bertindak sebagai prooksidan melalui transfer elektron tidak berpasangan pada
orbital luarnya sehingga dapat melakukan oksidasi terhadap ALTJ, protein dan DNA. Menurut
Meydani (1995), sel imun sangat sensitif terhadap keseimbangan oksidasi dan antioksidan.
Dalam keadaan normal limfosit, makrofag dan neutrofil memproduksi ROS untuk membunuh
antigen melalui mekanisme oksidasi, namun kelebihan ROS dapat menyebabkan stres oksidatif
(Chew dan Park, 2004). Stres oksidatif adalah keadaan ketidak seimbangan antara prooksidan
dan antioksidan. Hal ini terjadi karena kurangnya antioksidan dan kelebihan produksi radikal
bebas. Dalam keadaan ROS yang tidak seimbang dapat bereaksi dengan membran sel, protein sel
dan asam nukeat, sehingga dapat mengganggu kesehatan (Brambilla et al., 2008).

Konsumsi makanan yang mengandung antioksidan meningkatkan status antioksidan di
dalam tubuh. Tempe mengandung komponen antioksidan seperti isoflavon, vitamin E dan (-
karoten (Astuti, 1996). Senyawa antioksidan (isoflavon) pada tempe mungkin juga berkontribusi
pada ekspresi gen (Rimbach et al., 2008). Aktivitas enzim antioksidan seperti superoksida
dismutase, katalase dan glutation peroksidase secara signifikan meningkat oleh genistein

(Rimbach et al., 2008). Sierens et
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al. (2001) menyatakan hipotesa bahwa fitoestrogen dalam keadaan tertentu berfungsi
sebagai antioksidan dan melindungi DNA dari kerusakan oksidatif. Mereka mendapatkan,
limfosit manusia yang diinkubasi dengan genistein secara in vitro tahan terhadap kerusakan yang
disebabkan oleh H,O..

Tujuan dari penelitian ini mengkaji peran tempe kedelai hitam dalam meningkatkan
aktivitas enzim antioksidan plasma dan daya tahan limfosit terhadap hidrogen peroksida in vivo.
METODE
Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tempe kedelai hitam varietas Mallika,
inokulum tempe, pakan tikus dengan komposisi berdasarkan AIN 93, tikus (Wistar, sebanyak 24
ekor, jantan dan berumur 6-8 minggu), berbagai bahan kimia untuk kultur sel seperti Roswell
Park Memorial Institute (RPMI 1640, Sigma, USA), hidrogen peroksida, reagent kit aktivitas
enzim superoksida dismutase (BioVision, USA), reagent kit aktivitas enzim katalase
(BioVision, USA) dan reagent kit aktivitas enzim glutation peroksidase (Biovision, USA).
Prosedur Kerja

Pada penelitian ini dilakukan pembuatan inokulum tempe, pembuatan tempe , ekstraksi
antioksidan dari tempe, analisa aktivitas antioksidan tepung tempe dan ekstrak antioksidannya,
analisa kandungan genistein dan daidzen tepung tempe dan ekstrak antioksidan, pembuatan
pakan tikus, pemeliharaan tikus, limfosit dari plak Peyer, analisa aktivitas enzim antioksidan dan
pengukuran proliferasi limfosit dari limpa secara in vivo.

Pembuatan Inokulum (Pawiroharsono, 1996)

Inokulum tempe dalam bentuk tepung dibuat dengan bahan baku beras dan
mikroorganisme yang digunakan adala Rhizopus stolonifer. Beras dimasukan ke dalam
erlenmeyer dan ditambahkan air destilata dengan rasio 1:1, lalu disterilisasi pada suhu 121°C
selama 15 menit. Kemudian diinokulasikan 1 ml cairan jamur dari isolat murni yang telah
diketahui jenis mikroorganismenya (dari isolat murni yang diencerkan dengan larutan fisiologis
sampai 10, lalu dimasukan dalam wadah dan diperam selama 3 hari pada suhu 25-27 °C. Nasi
yang penuh jamur dan sporanya berwarna abu-abu sampai hitam dikeringkan dengan oven 40°C.
Setelah itu digiling atau ditumbuk sehingga menjadi tepung ragi tempe. Tepung ragi tersebut
dapat digunakan untuk membuat tempe. Sebelum digunakan tepung ragi yang telah dihasilkan
disimpan dalam kemasan plastik.

Pembuatan Tempe

Kedelai kering dibersihkan untuk membuang benda-benda asing yang bercampur
dengan biji kedelai. Kedelai dicuci dengan air hingga bersih. Kemudian kedelai direbus dengan
air sampai mendidih selama 30 menit. Kedelai kemudian dikuliti, setelah itu direndam selama 36

jam. Lalu ditiriskan hingga tuntas, kemudian dikukus selama 1 jam. Kedelai yang telah matang

http://jurnal.unimus.ac.id 3



Seminar Hasil-Hasil Penelitian — LPPM UNIMUS 2012 ISBN : 978-602-18809-0-6

diinokulasi dengan ragi tempe sebanyak 2 gram per kg kedelai (tiga jenis inokulum).
Pemeraman (inkubasi) pada suhu sekitar 25-27°C selama 36 jam. Tempe yang telah diperoleh
dikeringkan pada suhu 40°C selama 24 jam, kemudian dihancurkan sehingga diperoleh tepung
tempe (60 mesh).

Ekstraksi Antioksidan Tempe (Xu dan Chang, 2007)

Tempe yang akan diekstrak antioksidannya dikeringkan lebih dulu pada temperatur 40 —
45°C selama 24 jam. Tempe yang sudah kering dihancurkan sampai menjadi tepung (60 mesh).
Tepung tempe direndam dalam etanol 70 % (1:2) selama 24 jam, kemudian disaring. Filtrat
yang diperoleh ditampung, sedangkan ampas ditambah lagi dengan etanol 70 % lalu disaring.
Filtrat hasil penyaringan kedua dicampur dengan penyaringan pertama. Filtrat yang diperoleh
diuapkan sampai mendapatkan cairan kental.

Pengukuran Aktivitas Antioksidan dengan metode DPPH (Xu dan Chang, 2007)

Untuk mengukur aktivitas antioksidan tempe digunakan metode DPPH dari Xu dan Chang
(2007). Tempe yang akan diukur aktivitas antioksidan terlebih dahulu dikeringkan dan diekstrak
komponen yang bersifat antioksidan dengan prosedur sebagai berikut:

Tempe yang akan diekstrak antioksidannya dipotong tipis dan dikeringkan dengan alat
pengering pada suhu 35-40°C sampai mengering. Tempe yang telah kering ditumbuk hingga
halus (60 mesh). Dimasukan 0,5 gram bubuk tempe ke dalam tabung sentrifus yang berisi
pelarut etanol/air (70:30, v/v). Campuran tersebut dikocok pada 150 rpm selama 3 jam,
kemudian didiamkan selama 12 jam dalam keadaan gelap. Setelah itu disentrifus 3000 rpm
selama 10 menit, supernatan yang diperoleh dipindahkan ke dalam tabung baru. Residu
diekstrak lagi dengan menambahkan 5 ml pelarut, kedua ekstrak dicampur dan disimpan dalam
keadaan gelap pada suhu 4°C.

Ekstrak antioksidan dari bubuk tempe sebanyak 0,2 ml dimasukan ke dalam tabung dan
ditambahkan 3,8 ml larutan DPPH. Campuran dikocok selama 1 menit dengan vortex, kemudian
didiamkan pada suhu kamar dan gelap selama 30 menit. Setelah itu diukur absorbansinya
dengan spektrofotometer pada panjang gelombang 517 nm. Sebagai kontrol digunakan etanol
70% dan diperlakukan seperti sampel. Scavenging effect DPPH dihitung dengan perhitungan
rumus :

Scavenging effect (%) :

_ [ absorbansi sampel pada 517 nm

- , x100 %
absorbansi blanko pada 517 nm J

Analisa Profil Isoflavon (Penalvo et al., 2004 dan Haron et al., 2009)

Sampel sebanyak 100 gram dihancurkan, kemudian dikeringkan pada suhu 40°C dan
dihancurkan lagi. Bubuk sampel 1-2 gram diekstrak dengan 5 ml 1 M HCI di dalam 80% etanol
dan diinkubasi selama 1 jam pada suhu 80°C. Selanjutnya di shaker selama 2 menit dan
disentrifus 2140 x g selama 2 menit. Supernatan disaring, sedangkan ampas ditambah 2,5 ml

80% etanol kemudian
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dishaker dan disentrifus kembali. Disaring dan supernatan yang diperoleh digabung dengan
supernatan pertama.

Kondisi HPLC: HPLC Merk Simadzu, isokratik, volume sampel 20 pl, kolom: C 18,
eluen: methanol dan asetonitril (97:3), detektor: SPD 10A, laju aliran: 1 ml/min, temperatur: 25 -
27°C, panjang gelombang 260 nm dan pompa LC10AD.

Pemeliharaan Tikus

Sebanyak 24 ekor tikus dikelompokan menjadi 4 (empat), masing-masing kelompok
sebanyak 6 ekor tikus. Tikus ditempatkan di dalam kandang individu dan suhu kamar (25 —
27°C). Selama 35 hari dipelihara masing-masing kelompok diperlakukan dengan pemberian diit
standar, diit ditambah tepung tempe kedelai hitam, diit ekstrak tempe kedelai hitam

Tabel 5. Komposisi diit tikus (g/kg)

No Bahan Diit Diit Diit ekstrak | Diit kombinasi
standar tempe tempe tempe dan

ekstrak tempe

1 Kasein 140 - 140 70

2 Pati jagung 620,7 561,66 620,7 591,18

3 Tepung tempe - 278,5 - 139,25

4 Ekstrak tempe - - 28 14

5 Minyak kedelai 42,29 - 42,29 21,145

6 Sukrosa 100 100 100 100

7 CMC 50 35,4 50 427

8 Vitamin mix AIN 93 10 10 10 10

9 Mineral mix AIN 93 35 35 35 35

10 | L-cystin 1,8 1,8 1,8 1,8

11 | Kholin bitatrat 2.5 2.5 2.5 2.5

Nurrahman, at al. (2011)

dan diit kombinasi tepung dan ekstrak tempe. Adapun komposisi diit sesuai dengan standar
AINO93 (Tabel 1). Pada hari ke-36 tikus dimatikan untuk diambil darah dan limpa. Darah dibuat
plasma, yang kemudian digunakan untuk analisa aktivitas enzim superoksida dismutase (SOD),
katalase dan glutation peroksidase. Limpa diekstrak limfositnya untuk analisa daya tahan
limfosit terhadap hidrogen peroksida (90 uM).

Pengukuran Proliferasi Limfosit (Sasmito et al., 2006)

Disiapkan terlebih dahulu suspensi limfosit dari limpa (RPMI 1640). Suspensi ditepatkan
dengan media sehingga konsentrasinya 1,5 x 10° sel/ml, kemudian dimasukan ke dalam piringan
dengan 96 sumur sebanyak 200 pl, setelah itu ditambahkan 90 uM H,0O,. Sebagai kontrol pada
kultur hanya ditambahkan media pertumbuhan. Lalu dikultur di dalam inkubator dengan
kelembaban atmosfer 5% C0,-95% udara dan suhu 37°C. Setelah inkubasi selama 76 jam,
masing-masing sumuran ditambahkan larutan 20 ul MTT 5 mg/ml. Kemudian diinkubasi lagi 4
jam. Sel yang hidup akan bereaksi dengan MTT membentuk warna ungu. Rekasi dengan MTT
dihentikan dengan menambah reagen stopper yaitu larutan SDS 10% dalam asam klorida 0,01 N

sebanyak 50 ul pada
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tiap sumuran, setelah didiamkan semalam selanjutnya diukur absorbansi dengan mikroplat reader
dengan panjang gelombang 550 nm.
Analisa Aktivitas Enzim Superoksida Dismutase (SOD)

Prosedur pengukuran aktivitas enzim SOD didasarkan pada manual yang disediakan oleh

reagent kit aktivitas enzim superoksida dismutase (BioVision, USA). Plasma diencerkan

sebanyak 3-10 X, analisa dirancang seperti tabel berikut:

Sampel Blanko 1 Blanko 2 | Blanko 3
Larutan sampel (ul) 20 - 20 -
H,O (ul) - 20 - 20
Larutan WST(ul) 200 200 200 200
Larutan enzim (ul) 20 20 - -
Larutan buffer (ul) - - 20 20

Campuran di atas diinkubasi pada suhu 37°C selama 20 menit, kemudian dibaca pada panjang
gelombang 450 nm menggunakan microplate reader. Aktivitas SOD dihitung menggunakan

persamaan sebagai berikut:

Aktivitas SOD (laju Penghambatan%) = (Ablankol - AblankoZ) - (Asample - AblankoZ)
X 100

(Ablanko - Ablanko2 )

Analisa Aktivitas Katalase

Prosedur pengukuran aktivitas enzim katalase didasarkan pada manual yang disediakan
oleh reagent kit aktivitas enzim katalase (BioVision, USA). Sebanyak 1 ml plasma dilarutkan ke
dalam larutan buffer dingin sebanyak 0,4 — 1,0 ml. Larutan tersebut ditambahkan ke dalam
sumuran sebanyak 2 — 78 ul, juga dilakukan terhadap larutan kontrol positip sebanyak 1 — 10 pl,
kemudian ditepatkan volumenya mencapai 78 pl dengan larutan buffer. Disiapkan juga sampel
kontrol dengan jumlah yang sama dengan sampel pada sumur terpisah, volume ditepatkan
sampai 78 ul dengan larutan buffer. Ditambahkan 10 ul larutan penghenti ke dalam sampel
kontrol, dicampur dan diinkubasi pada 25°C selama 5 menit. Ditambahkan 12 ul 1 mM hidrogen
peroksida ke dalam setiap sumuran yang berisi sampel dan sampel kontrol, diinkubasi pada 25°C
selama 30 menit, kemudian ditambahkan larutan penghenti sebanyak 10 ul. Setelah itu
ditambahkan 50 ul larutan pengembang (campuran dari 46 ul buffer, 2 ul oxidred dan larutan 2
ul HRP) pada setiap sampel, sampel kontrol dan standar. Campuran dalam sumuran diinkubasi
pada 25°C selama 10 menit, kemudian dibaca pada 570 nm dengan microplate reader. Untuk

menghitung aktivitas enzim katalase menggunakan kurva standar.
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Analisa Aktivitas Glutation Peroksidase

Prosedur pengukuran aktivitas enzim katalase didasarkan pada manual yang disediakan
oleh reagent kit aktivitas enzim katalase (BioVision, USA). Sebanyak 1 ml plasma dilarutkan ke
dalam larutan buffer dingin sebanyak 0,4 — 1,0 ml. Larutan tersebut ditambahkan ke dalam
sumuran sebanyak 2 — 100 ul, lalu ditepatkan sampai volume 100 ul dengan larutan buffer.
Ditambahkan pada sampel sebanyak 90 ul campuran pereaksi (campuran berisi 82 ul buffer, 4 ul
40 mM NADPH, 2 pul larutan GR, dan 2 pl larutan GSH). Campuran sumuran diinkubasi selama
15 menit, kemudian ditambahkan 10 pl larutan cumene hidroperoksida untuk memulai reaksi
GPx. Dicampur dengan baik, lalu diukur OD pada 340 nm (T1) untuk membaca Al dan dibaca
lagi pada 340 nm (T2) setelah diinkubasi pada 25°C selama 5 menit dalam ruang gelap untuk
membaca A2. Untuk menghitung aktivitas enzim glutation peroksidase menggunakan kurva
standar.
HASIL DAN PEMBAHASAN

Tempe yang dihasilkan dengan bahan baku kedelai hitam varietas Mallika, inokulum dari

jamur Rhizopus stolonifer DUCC204 dan lama inkubasi 36 jam diperoleh aktivitas antioksidan
27,61 % RSA dan ekstrak etanol sebanyak 10,15 gram per 100 gram tepung tempe. Kandungan
genestin dan daidzein tempe kedelai hitam adalah 0,73 dan 1,82 mg/g. Pada ekstrak tempe
memiliki aktivitas antioksidan 33,64% RSA dan mengandung genistein 0,90 mg/g dan daidzein
2,21 mg/g.

Daya Tahan Limfosit terhadap Hidrogen Peroksida (H,O,)

Hidrogen peroksida merupakan senyawa kimia oksidator kuat yang bersifat toksik.
Menurut Yen et al. (2004) keberadaan hirogen peroksida dapat berimplikasi terjadinya berbagai
macam proses patologis, seperti iskhemia, penyakit inflamasi dan atherosklerosis. Apabila
bereaksi dengan lemak dapat menimbulkan lemak peroksida, bereaksi dengan protein
menghasilkan protein teroksidasi dan dapat juga bereaksi dengan DNA menyebabkan DNA rusak
(Sierens et al., 2001). Panayiotidis et al. (1999) menyatakan hidrogen peroksida merupakan
senyawa metabolit intermediet bersifat oksidatif dan mampu menginduksi kerusakan DNA
meskipun berinteraksi secara tidak langsung. Sedangkan Sierens et al., (2001) mendapatkan
kerusakan DNA limfosit yang diinkubasi dengan hidrogen peroksida 500 uM di dalam kultur
selama 10 menit.

Konsentrasi hidrogen peroksida yang digunakan dalam penelitian ini 90 uM per kultur.
Penentuan konsentarsi ini didasarkan pada penelitian yang dilakukan peneliti bahwa pada
konsentrasi 90 uM mulai banyak kultur limfosit yang berasal dari tikus perlakuan terhambat
proliferasinya. Limfosit yang digunakan berasal dari limpa tikus yang telah mengalami perlakuan
berupa jenis diit, yaitu diit standar, tempe, ekstrak tempe dan campuran tempe dan ekstrak tempe.

Hasil analisa terhadap indeks stimulasi proliferasi limfosit menunjukan rata-rata nilai
indeks stimulasi proliferasi dari semua kelompok diit di bawah satu (Gambar 1). Kelompok tikus

diit standar
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nilai indeks stimulasinya paling rendah (0,717), kelompok diit tempe 0,813, kelompok
diit ekstrak tempe 0,885, sedangkan kelompok yang diberi diit campuran tempe dan ekstraknya
paling tinggi (0,987). Data tersebut menunjukan rata-rata keempat kelompok lebih rendah
dibanding kultur limfosit yang tidak ditambah hidrogen peroksida. Ini berarti semua kultur
limfosit yang ditambah hidrogen peroksida terhambat proliferasinya. Dengan demikian, hidrogen
peroksida dapat menekan proliferasi dari limfosit.

Berdasarkan uji statistik metode ANOVA faktor tunggal pengaruh diit terhadap indeks
stimulasi dari limfosit yang ditambahkan hidrogen peroksida ada perbedaan secara signifikan
(P<0,05). Berdasarkan hal tersebut dapat disimpulkan bahwa mengkonsumsi tempe dan
ekstraknya mampu meningkatkan daya tahan limfosit terhadap hidrogen peroksida. Sedangkan
tikus yang diberi tempe daya tahan limfositnya lebih tinggi dibanding standar, namun tidak
signifikan.

Penambahan hidrogen peroksida ke dalam kultur limfosit dapat menciptakan kondisi stres
oksidatif, yaitu peningkatan jumlah prooksidan (Panayiotidis et al., (1999) dan Sierens et al.,
(2001)). Dalam keadaan keseimbangan antara prooksidan dan antioksidan, prooksidan dapat
dinetralisir oleh enzim superoksida dismutase, katalase, glutation peroksidase dan masih banyak
antioksidan lain (Langseth, 1995 dan Yen et al., 2004).

Menurut Nabet (1996), pembentukan anion superoksida (O,) melalui beberapa
mekanisme antara lain reduksi monovalen O, dalam mitokondria, reaksi yang dikatalis NADP
oksidase dalam proses fagositosis, metabolisme obat-obatan dan reaksi yang dikatalis oleh

xantin oksidase. Pembentukan anion superoksida melalui jalur reaksi yang dikatalis oleh xantin

oksidase adalah xantin + H,O + 205 --——---- - asam urat + O, + 2H.
1.20-
b
a .
1.00] a - S
a _
.— 0.80— —1
é T .
=
Rz
E 0.60 —
=
0407 0,717 0,813 0,885 0,987
0.20
0.00 T T T T
Standar Tempe Ekstrak tempe Tempe+ekstrak
Jenis diit

Gambar 1. Grafik ketahanan limfosit terhadap hidrogen peroksida 90 uM yang
dinyatakan dalam indeks stimulasi proliferasi. Tanda huruf berbeda

menunjukan beda nyata (p<0.05).
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Enzim SOD mengkatalis dismutasi O, menjadi H,O, (Yuan et al., 2009). Enzim ini
menghambat kehadiran simultan dari O,  dan H,O, yang berasal dari pembentukan radikal
hidroksi (*OH). Pada manusia SOD dalam bentuk Mn-SOD mitokondria dan Cu-Zn SOD
sitosolisik dan ekstraseluler (Nabet, 1996). Enzim katalase merupakan enzim terlokasi pada
manusia dalam peroksisom dan dalam hematis. Katalase mendegradasi hidrogen peroksida
menjadi air (H,O, ----=> H,O + Y2 O,) (Nabet, 1996 dan Yuan et al., 2009). Enzim glutation
peroksidase merupakan enzim yang mempunyai selenium (Se) pada sisi aktifnya. Enzim ini
mengkatalis reduksi H»O, dan lemak peroksida (LOOH) dengan menggunakan glutation
tereduksi (GSH) sebagai kofaktor (Nabet, 1996). Menurut Meydani et al., (1995), sel imun
sangat sensitif terhadap perubahan keseimbangan prooksidan dan antioksidan.

Hasil analisa menunjukan daya tahan limfosit terhadap penambahan hidrogen peroksida
dari kelompok tikus perlakuan lebih tinggi dibanding kelompok kontrol, meskipun rata-rata
semua kelompok mengalami penghambatan. Hal ini terjadi karena tempe mengandung
komponen-komponen yang dapat berperan dalam meningkatkan status antioksidan limfosit
seperti isoflavon, vitamin E, B-karoten, asam amino dan mineral Cu, Mn dan Zn. Sehingga
kemungkinan limfosit dari kelompok yang mengkonsumsi tempe dan ekstraknya telah
teraktivasi terlebih dahulu di dalam tubuh oleh komponen tempe (isoflavon). Kemungkinan lain
hidrogen peroksida tidak dapat menembus limfosit atau dapat menembusnya, akan tetapi dapat
dinetralisir oleh sistem antioksidan sel.

Aktivitas Enzim Antioksidan

Ada tiga enzim yang berperan dalam menghambat reaksi oksidasi di dalam tubuh, yaitu
enzim superoksida dismutase, katalase dan glutation peroksidase (Yen et al., 2004, Ramprasath
et al., 2005 dan Rimbach et al., 2008). Ketiga enzim tersebut berperan menekan terjadinya
reaksi oksidasi di dalam tubuh dengan adanya ROS, seperti O, dan H,O;. Enzim SOD
merubah radikal superoksida menjadi molekul hidrogen peroksida dan oksigen. Enzim katalase
dan glutation peroksidase mengkonversi hidrogen peroksida menjadi H,O (Yuan et al., 2009).
Enzim superoksida dismutase (SOD)

Aktivitas enzim superoksida dismutase dari plasma tikus yang diberi perlakuan diit
standar, tempe, ekstrak tempe dan campuran tempe dan ekstraknya masing-masing dinyatakan
dalam persen penghambatan adalah 64,76, 78,62, 77,53 dan 78,41 persen. Gambar 2
menunjukan aktivitas enzim SOD plasma dengan berbagai pelakuan jenis diit. Dari Gambar 2
terlihat diit yang mengandung tempe dan ektraknya memiliki aktivitas SOD lebih tinggi
dibanding diit standar.

Hasil analisa statistik dengan ANOVA faktor tunggal, bahwa jenis diit berpengaruh
secara signifikan terhadap aktivitas enzim SOD (p<0,05). Ini menunjukan bahwa diit tempe dan
ekstraknya dapat meningkatkan aktivitas enzim SOD. Berdasarkan uji LSD didapatkan rata-rata
aktivitas SOD kelompok diit standar beda nyata dengan kelompok diit yang lain. Sedangkan

antar perlakuan rata-
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rata aktivitas SOD kelompok diit tempe, diit ekstrak dan campuran tempe dan ekstraknya tidak
beda nyata.

Enzim SOD merupakan salah satu enzim yang berperan dalam menghambat reaksi
oksidasi dengan merubah superoksida radikal menjadi hidrogen peroksida dan oksigen (Yuan et
al., 2009). Hasil penelitian ini menunjukan bahwa tikus yang mendapatkan diit tempe dan
ekstraknya meningkat aktivitas SOD nya. Hasil ini sesuai dengan yang ditemukan Astuti (1997)
bahwa tikus yang mengkonsumsi tempe aktivitas enzim SOD lebih tinggi dibanding standar, dan
ada kecenderungan semakin tinggi kandungan tempe di dalam pakan semakin tinggi pula
aktivitas SOD nya. Masih menurut Astuti (1997) peningkatan aktivitas SOD ini mungkin
disebabkan tempe mengandung SOD dengan aktivitas tinggi. Di samping itu, di dalam tempe
kaya dengan logam Cu, yang mana logam Cu berfungsi sebagai kofaktor dan regulator dari
aktivitas enzim SOD. Kemungkinan lain komponen-komponen antioksidan dalam tempe bekerja
secara sinergis dengan enzim SOD dalam menetralkan radikal bebas, sehingga aktivitas enzim

SOD menjadi tinggi (Yuan et al., 2009).
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Gambar 2. Grafik pengaruh jenis diit terhadap aktivitas enzim superoksida dismutase
dalam persen penghambatan. Tanda huruf berbeda menunjukan beda
nyata (p<0.05).

Meningkatnya aktivitas enzim SOD menunjukan bahwa status antioksidan pada subyek
meningkat. Hal ini berdampak terhadap meningkatnya kemampuan dalam menangkal senyawa-
senyawa yang bersifat prooksidan. Sel imun sangat peka terhadap keseimbangan antioksidan
dan prooksidan. Dengan meningkatnya status antioksidan pada subyek penelitian, maka
meningkat pula sistem imunnya. Hal ini terbukti dengan adanya limfosit dari tikus yang
mengkonsumsi tempe memiliki daya tahan terhadap hidrogen peroksida lebih tinggi dibanding

yang lain.
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Aktivitas enzim katalase

Aktivitas enzim katalase dari plasma tikus yang diberi perlakuan diit standar, tempe,
ekstrak tempe dan campuran tempe dan ekstraknya masing-masing adalah 26,81, 28,64, 27,62
dan 28,43 nmol/min/ml. Ada kecenderungan pemberian tempe dan ekstraknya meningkatkan
aktivitas enzim katalase.

Gambar 3 menunjukan aktivitas enzim katalase plasma dengan berbagai pelakuan jenis
diit. Dari gambar tersebut terlihat diit yang mengandung tempe dan ektraknya memiliki aktivitas
enzim katalase lebih tinggi dibanding diit standar. Namun demikian, hasil analisa statistik
dengan ANOVA faktor tunggal, bahwa jenis diit tidak berpengaruh secara signifikan terhadap
aktivitas enzim katalase. Hal ini berarti pemberian tempe pada pakan tikus aktivitas enzim

katalasenya tidak beda nyata dengan tikus yang diberi pakan standar.
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Gambar 3. Grafik pengaruh jenis diit terhadap aktivitas enzim katalase . Tanda huruf
sama menunjukan tidak beda nyata

Aktivitas Enzim Glutation Peroksidase

Aktivitas enzim glutation peroksidase dari plasma tikus yang diberi perlakuan diit
standar, tempe, ekstrak tempe dan campuran tempe dan ekstraknya masing-masing adalah
142,42, 166,96, 141,60 dan 150,15 nmol/min/ml. Ada kecenderungan pemberian tempe dan
ekstraknya meningkatkan aktivitas enzim glutation peroksidase.

Gambar 4 menunjukan aktivitas enzim glutation peroksidase plasma dengan berbagai
pelakuan jenis diit. Dari gambar tersebut terlihat diit yang mengandung tempe dan ektraknya

memiliki
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aktivitas enzim glutation peroksidase lebih tinggi dibanding diit standar. Namun
demikian, hasil analisa statistik dengan ANOVA faktor tunggal, bahwa jenis diit tidak
berpengaruh secara signifikan terhadap aktivitas enzim glutation peroksidase. Hal ini berarti
pemberian tempe pada pakan tikus aktivitas enzim glutation perosidasenya tidak beda nyata

dengan tikus yang diberi pakan standar.
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Gambar 4. Grafik pengaruh jenis diit terhadap aktivitas enzim glutation
peroksidase. Tanda huruf sama menunjukan tidak beda nyata.
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KESIMPULAN

Jenis diit tempe kedelai hitam meningkatkan daya tahan limfosit dari hidrogen peroksida dan
aktivitas enzim SOD. Ada kecenderungan diit tempe kedelai hitam meningkatkan aktivitas enzim
katalase dan glutation peroksidase, namun pengaruhnya tidak signifikan. Konsumsi tempe
kedelai hitam dapat meningkatkan status antioksidan tikus.
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